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Staphylococcus aureus (S. aureus) è un batterio Gram positivo che 
colonizza epitelio e mucose di circa il 30% della popolazione sana. I 
soggetti colonizzati sono ad aumentato rischio di infezione (1). S. aureus 
rappresenta uno dei più comuni ed importanti patogeni per l’uomo, sia in 
ambito comunitario che ospedaliero. Può causare un ampio spettro di 
infezioni con quadri clinici che si differenziano notevolmente in base alla 
localizzazione e alla modalità di diffusione del processo infettivo. 
S. aureus è il principale agente eziologico di batteriemie (SAB, S. aureus 
Bacteremia) ed endocarditi infettive (IE, Infective Endocarditis), cosi come 
di infezioni osteo-articolari, infezioni di cute e tessuti molli (SSTI, Skin 
and Soft Issue Infections), pleuro-polmonari e device-correlate. Nei Paesi 
industrializzati, l’incidenza di SAB nella popolazione varia da 10 a 30 per 
100.000 persone per anno con tassi globali stabili negli ultimi venti anni 
(2). S. aureus è tutt’oggi la principale causa di endocarditi infettive.  
Negli Stati Uniti, la quota di endocarditi infettive da S. aureus è aumentata 
dal 24% al 32% tra il 1999 e il 2009 (3) ed anche negli altri Paesi 
industrializzati, dove sono riportati tassi globali di incidenza di endocarditi 
infettive numerose volte inferiori rispetto a quelli degli USA, S. aureus 
rimane il più comune agente eziologico. In Italia, ad esempio, sono riportati 
tassi del 40% (4). 
S. aureus causa un’ampia varietà di infezioni di cute e tessuti molli, dalla 
forme benigne (impetigine e cellulite non complicata) a quelle più gravi 
(fascite necrotizzante). S. aureus è anche il più comune agente eziologico 
di infezioni osteoarticolari nelle loro tre maggiori classi: osteomieliti (OM), 





S. aureus è un’importante causa anche di polmoniti. Esso svolge un ruolo 
predominante nei pazienti ospedalizzati con infezioni respiratorie ed è 
implicato in ciascuna delle tre maggiori forme di polmonite ospedaliera: 
polmonite nosocomiale (hospital-acquired pneumonia, HAP), polmonite 
associata a ventilazione meccanica (ventilator-associated pneumonia, VAP) 
e polmonite correlata all’assistenza sanitaria (health care-associated 
pneumonia, HCAP). Inoltre rappresenta un frequente agente eziologico di 
infezioni pleuro-polmonari nei pazienti con fibrosi cistica (7). 
Ceppi di S. aureus resistenti alla meticillina (MRSA) sono emersi dopo 
l’introduzione della meticillina negli anni ‘60 e si sono progressivamente 
diffusi divenendo un problema di sanità pubblica (8). Questi ceppi hanno la 
capacità di resistere a tutti gli antibiotici beta lattamici attualmente 
disponibili fatta eccezione per le nuove cefalosporine con attività anti-
MRSA (ceftarolina e ceftobiprolo). MRSA rappresenta uno dei più 
importanti esempi di patogeno antibiotico‐resistente associato ad infezioni 
correlate alle pratiche assistenziali in tutto il mondo. Le dinamiche alla 
base della diffusione di MRSA sono complesse e favorite dall’uso ampio e 
non appropriato degli antibiotici. Negli ultimi dieci anni, diversi paesi 
europei hanno attuato piani di azione nazionali mirati a ridurre la diffusione 
di MRSA nelle strutture sanitarie attraverso programmi di infection control 
e antimicrobial stewardship, riportando in alcuni casi importanti successi 
(2). La terapia delle infezioni da MRSA è basata sull’utilizzo di 
glicopeptidi, daptomicina e linezolid da soli o in associazione con la 




Le ragioni del successo di S. aureus come patogeno umano risiedono 




nell’era antibiotica, infatti, S. aureus è stato capace di evolvere acquisendo 
resistenza a quasi tutti gli antibiotici potenzialmente attivi. 
 
Resistenza alle penicilline 
Il primo isolato di S. aureus resistente alla penicillina è stato segnalato nel 
1942, prima in ospedale e poi anche in comunità, soltanto un anno dopo 
l’introduzione in commercio dell’antibiotico (10).  
Nella seconda metà del 1960, già circa l’80% degli stafilococchi sia 
ospedalieri che comunitari erano resistenti alla penicillina. A metà degli 
anni ’40 fu scoperto che la resistenza è dovuta alla produzione di una beta-
lattamasi per lo più extracellulare, una penicillinasi a serina, capace di 
idrolizzare l’anello beta lattamico rendendo l’antibiotico inattivo (11,12). Il 
gene che codifica per la beta-lattamasi, blaZ, è parte di un elemento 
genetico mobile, localizzato all’interno di un plasmide spesso insieme ad 
altri determinanti genetici di resistenza. blaZ è sotto il controllo di due geni 
regolatori adiacenti, l’antirepressore blaR1 e il repressore blaI (13). In 
seguito all’esposizione ai beta-lattamici, blaR1 va incontro ad auto 
clivaggio. L’ipotesi è che la proteina clivata funga da proteasi per il 
repressore, direttamente o indirettamente, cosi che blaZ possa sintetizzare 
l’enzima (14,15). Attualmente oltre il 90% degli stafilococchi è resistente 
alla penicillina, indipendentemente dal setting clinico. 
 
Meticillino resistenza 
La meticillina, la prima penicillina semisintetica resistente alle 
penicillinasi, fu introdotta nella pratica clinica nel 1959. La prima 
segnalazione di ceppi di MRSA risale a solo due anni più tardi, in 
Inghilterra (16). La meticillino resistenza è rimasta a lungo un riscontro 
occasionale, segnalato sporadicamente in alcuni ospedali europei. Solo 




gravi e soprattutto sempre più diffuse (anche geograficamente) epidemie 
nosocomiali da MRSA, l'emergenza del problema è stata riconosciuta a 
livello internazionale (17). L’epidemia è tuttora in corso, con dimensioni e 
incidenze preoccupanti (anche se con un’elevata eterogeneità geografica) e 
riguarda ormai non solo S. aureus, ma anche gli stafilococchi coagulasi-
negativi. 
Il meccanismo della meticillino resistenza fu scoperto nel 1981 e coinvolge 
l’espressione di una transpeptidasi (PBP2a o PBP2′) con ridotta affinità per 
tutti i beta lattamici, compresa la penicillina. La PBP2a è codificata dal 
gene mecA, localizzato su un elemento genetico mobile inserito nel 
cromosoma di S. aureus e conosciuto come Staphylococcal Cassette 
Chromosome mec (SCCmec) element (18). Tutti gli elementi SCCmec 
contengono: i) il complesso del gene mec composto dal gene mecA, i suoi 
geni regolatori mecI e mecR1 e le sequenze di inserzione associate IS431 e 
IS1272; ii) il complesso dei geni ccr, composto dai geni ccr (cassette 
chromosome recombinases) e dalle open reading frames (ORFs) adiacenti, 
molte delle quali a funzione non nota. I geni ccr codificano per ricombinasi 
del DNA, enzimi capaci di catalizzare l’escissione e l’integrazione 
dell’elemento SCCmec nel cromosoma di S. aureus, responsabili quindi 
della mobilità della cassetta; iii) J (joining) regions che costituiscono 
componenti non essenziali della cassetta ma che potrebbero contenere 
determinanti di resistenza antibiotica aggiuntivi. Gli elementi SCCmec 
sono classificati secondo un sistema gerarchico in tipi e sottotipi. Ad oggi 
sono stati identificati 11 tipi di SCCmec (19). 
Tutti i ceppi di S. aureus producono 4 principali proteine di membrana 
capaci di legare la penicillina ed altri antibiotici beta lattamici (penicillin-
binding proteins, PBP). Le PBP sono enzimi capaci di catalizzare le 
reazioni di transpeptidazione che portano alla formazione dei legami 




beta lattamici sono substrati analoghi che si legano covalentemente ai siti 
attivi a serina delle PBP, inattivando l’enzima a concentrazioni che sono 
paragonabili alle concentrazioni minime inibenti (MIC) (20).  
La PBP2a è una proteina di 78 kDa che, nei ceppi meticillino resistenti, 
proprio in virtù della sua bassa affinità per la maggior parte dei beta 
lattamici, non viene saturata (e quindi funzionalmente bloccata) da 
concentrazioni altrimenti letali di questi antibiotici e in tali condizioni non 
solo continua a funzionare, ma è in grado di vicariare anche le funzioni 
normalmente svolte dalle altre PBP ad elevata affinità (funzionalmente 
bloccate) (21). L’espressione fenotipica della meticillino resistenza è 
variabile e ogni isolato ha un profilo caratteristico della proporzione di 
cellule batteriche che crescono ad una specifica concentrazione di 
meticillina (22). Analogamente al gene blaZ, l’espressione di mecA, in 
assenza di beta lattamici, è sotto il controllo del repressore mecI. Delezioni 
o mutazioni in mecI o del promotore di mecA possono risultare in una 
espressione costitutiva del gene (23).  
Nel 2010, in isolati MRSA ma mecA negativi, è stato descritto un nuovo 
gene mec, chiamato mecC (mecAlga251) che presenta solo il 69% di 
omologia con il mecA e il 63% di omologia a livello della PBP2a (24). 
 
Origine e diffusione di MRSA 
Sebbene l'origine di mecA non sia pienamente conosciuta, si sospetta che S. 
aureus meticillino sensibile abbia acquisito il gene mecA per trasferimento 
orizzontale da stafilococchi coagulasi-negativi (25,26).  
Evidenze successive indicano che i maggiori cloni MRSA emergono da 
isolati MSSA epidemici di successo. La presenza di “lineages” di MRSA 
non correlati indica come sia improbabile che i cloni MRSA originino da 
un singolo isolato ancestrale. Alcuni complessi clonali di S. aureus (CC30 




diversi geni (dentro e fuori l’elemento SCCmec) sono stati proposti per 
spiegare tale correlazione. Mentre l’elemento SCCmec è cruciale per 
l’antibiotico resistenza in S. aureus, non ci sono evidenze che esso giochi 
un ruolo nella virulenza di MRSA (27). 
I nomi dei cloni di MRSA si riferiscono generalmente ad uno specifico 
pattern di PFGE (pulse field gel electrophoresis) (eg, USA100), ma 
possono essere ulteriormente caratterizzati mediante tecniche 
complementari come MLST (multilocus sequence typing), SCCmec e spa 
(Staphylococcus aureus Protein A) typing (varianti di S. aureus classificati 
in base alla sequenza del gene della proteina A). Così ad esempio, il clone 
MRSA appartenente al profilo MLST 5, che porta la cassetta SCCmec di 
tipo II e con spa tipo t002 (ST5-MRSA-II-t002), è conosciuto come il clone 
New York/Giappone o USA100. 
Solo pochi cloni di MRSA sono ampiamente disseminati e responsabili 
della maggior parte delle infezioni da MRSA. Studi epidemiologici basati 
sulla caratterizzazione molecolare mostrano che cinque cloni pandemici 
maggiori comprendono almeno il 70% degli isolati nosocomiali di MRSA 
(Iberico, Brasiliano, Ungherese, New York/Giappone e Pediatrico).  
A supporto di questo dato, un recente studio Europeo mostra come gli 
MRSA che causano infezione invasive sono meno eterogenei degli MSSA 
correlati ad infezioni invasive e che gli spa tipi MRSA hanno una 
distribuzione geografica predominante (28). 
 
Epidemiologia MRSA 
I dati di resistenza europei contenuti nel rapporto “Antimicrobial resistance 
surveillance in Europe 2014” mostrano come ci sia un’ampia variabilità 
geografica, con valori di meticillino resistenza che variano dallo 0.9% in 
Olanda al 56.0% in Romania e con le percentuali globalmente più basse nel 




di MRSA in Europa continua a decrescere significativamente dal 18.6% nel 
2011 al 17.4% nel 2014 (Figura 1). 
L’Italia riflette lo stesso andamento con una percentuale di MRSA del 
33.6% nel 2014 (35.8% nel 2013).  
Da un progetto di sorveglianza regionale è emerso che, in Toscana, nel 
2014, sono stati isolati 883 S. aureus da batteriemie, che rappresentano 
circa il 20% degli isolati totali. Complessivamente la percentuale di isolati 
resistenti ad oxacillina, quindi definiti come MRSA, è risultata pari al 
33,6% dei casi. Sono state riscontrate elevate resistenze anche verso i 
fluorochinoloni (ciprofloxacina o levofloxacina, pari al 32,7% degli isolati) 
e verso i macrolidi (eritromicina, nel 39,1% degli isolati). Da segnalare una 
quota, seppur ridotta, di ceppi resistenti alla rifampicina (6,3%) e al 
cotrimossazolo (4%), mentre non sono stati osservati problemi di resistenza 
significativi nei confronti di glicopeptidi, linezolid, tigeciclina e 
daptomicina (Figura 2) (30).  
Confrontando i dati toscani con gli ultimi dati europei disponibili, si nota 
come la problematica della diffusione di ceppi MRSA caratterizzi in modo 
particolare l’Italia (33,6% degli isolati) e pochi altri paesi europei, 
principalmente dell’area mediterranea o balcanica, e come la Toscana 
risulti perfettamente in linea con la media italiana. La presenza di MRSA in 
Italia è elevata da molti anni ed ha raggiunto valori prossimi al 40%, anche 
se si può notare una lieve flessione negli ultimi anni. I valori italiani 
restano molto superiori al valore medio europeo del 17.4% registrato nel 
2014. In altre regioni italiane che attuano un sistema di sorveglianza delle 
antibiotico resistenze simile a quello toscano, si rileva una percentuale di 
MRSA pari al 37,4% in Campania nel 2013 e in Emilia-Romagna si 
riscontra un andamento altalenante negli ultimi anni, con prevalenza di 

















Resistenza ai glicopeptidi, linezoli e daptomicina 
S. aureus ha impiegato quasi 40 anni per sviluppare resistenza, se pur 
parziale, ai glicopeptidi come la vancomicina che è stata approvata 
dall’FDA (Food and Drug Administration) nel 1958. I fallimenti terapeutici 
in pazienti con infezioni da MRSA hanno condotto ad una rivalutazione dei 
breakpoints di MIC (minimal inhibitory concentration) da parte degli 




Il primo isolato di S. aureus con sensibilità intermedia ai glicopeptidi 
(GISA o VISA) è stato descritto in Giappone nel 1996 ed il meccanismo 
era riconducibile ad un ispessimento della parete cellulare con un eccesso 
di siti di legame capaci di “intrappolare” le molecole di antibiotico (33). 
Questo meccanismo è generalmente correlato ad una precedente 
esposizione a vancomicina e gli isolati GISA possono revertare ad una 
sensibilità alla vancomicina quando viene rimossa la pressione selettiva. 
Un recente studio su 33 isolati GISA raccolti dal programma NARSA 
(Network on Antimicrobial Resistance in S. aureus), mostra come essi 
portino più frequentemente la cassetta di tipo II e siano generalmente 
sensibili (>90%) a linezolid, telavancina, tigeciclina e minociclina (34).  
Sebbene evento raro, i ceppi di S. aureus totalmente resistenti alla 
vancomicina (VRA) emergono clinicamente nel 2002 (35). Il meccanismo 
di resistenza in VRSA, a differenza di GISA, è dovuto all’acquisizione di 
un gene, vanA, trasferito da Enterococchi vancomicino-resistenti (36). 
Subito dopo la descrizione dei primi GISA, sono emersi reports su isolati di 
MRSA sensibili alla vancomicina ma contenenti sottopopolazioni resistenti 
ai glicopeptidi (generalmente ad un tasso di 1 in 10
5
 microrganismi), non 
rilevate dai metodi di laboratorio convenzionali. Questi isolati etero-VISA 
(h-VISA) rappresentano uno stadio intermedio tra gli isolati pienamente 
sensibili alla vancomicina (VSSA) e i GISA. I pazienti con h-VISA sono 
stati comunemente esposti a livelli sub-ottimali di vancomicina (eg, <10 
μg/mL) (37,38). Il metodo di riferimento per l’identificazione di h-VISA è 
l’analisi del profilo di popolazione (PAP–AUC), complesso e non alla 
portata di tutti i laboratori. Per superare questa difficoltà sono stati proposti 
diversi metodi di screening che hanno mostrato come la maggior parte dei 
h-VISA abbia valori di MIC uguali o superiori a 2 μg/mL ma una piccola 




Uno studio internazionale ha mostrato come il 29% delle endocarditi 
infettive da MRSA sia attribuibile a isolati h-VISA (39), dato in linea con 
gli studi che dimostrano come la maggior parte degli h-VISA provengano 
da infezioni del circolo sanguigno sebbene l’eteroresistenza sia stata trovata 
anche in pazienti con altri tipi di infezioni invasive da MRSA (40,41).  
Gli oxazolidinoni sono l’unica nuova famiglia di antibiotici sviluppata 
negli ultimi 15 anni. Numerosi trials clinici hanno dimostrato l’efficacia 
clinica del linezolid, il capostipite di questa classe approvato dall’FDA per 
l’uso clinico nel 2000, ma recentemente stanno emergendo problemi di 
tossicità e di resistenza. Il linezolid agisce inibendo la sintesi proteica 
interagendo con la subunità ribosomiale 23S e con alcune proteine 
ribosomiali. Il più comune meccanismo di resistenza è associato a 
mutazioni puntiformi nel gene dell’RNA ribosomiale 23S o delle proteine 
ribosomiali L3 e L4. Più recentemente è stato descritto un meccanismo di 
resistenza non mutazionale legato all’acquisizione di un gene di resistenza 
naturale, il cfr (chloramphenicol-florfenicol resistance gene). Il cfr è stato 
trovato originariamente in plasmidi che possono essere trasferiti 
orizzontalmente. Il prodotto del gene è una metiltrasferasi che catalizza la 
metilazione del gene del 23S rRNA (42). 
La daptomicina è un lipopeptide ciclico con attività battericida approvato 
ormai da anni sia in Europa che negli Stati Uniti come opzione terapeutica 
alternativa per il trattamento delle infezioni causate da S. aureus. La 
daptomicina si lega alla membrana citoplasmatica attraverso un legame 
calcio-dipendente. Una volta legata, la coda lipopeptidica della molecola si 
inserisce nella membrana cellulare batterica fungendo da canale ionico 
attraverso il quale avviene un efflusso di ioni potassio e di altri ioni che 
determina una rapida depolarizzazione e quindi morte della cellula 
batterica. I meccanismi con cui S. aureus sviluppa resistenza alla 




Sebbene il meccanismo principale sia l’alterazione della membrana 
cellulare, giocano un ruolo critico anche cambiamenti nel turnover della 
parete batterica (43). 
 
Resistenza alla rifampicina 
La rifampicina, un antibiotico semisintetico della famiglia delle rifamicine 
scoperto in Italia (nei laboratori della Lepetit) negli anni ’60, inibisce la 
trascrizione interagendo in modo specifico con la subunità beta della RNA-
polimerasi batterica codificata dal gene rpoB (44). La sua struttura chimica 
ne consente una buona penetrazione tissutale, anche in distretti in cui gli 
altri agenti anti-stafilococcici diffondono scarsamente (45).  
La rifampicino-resistenza è associata a mutazioni in regioni specifiche 
chiamate “rifampicin resistance-determining region” (RRDR). In 
particolare, in S. aureus, tali regioni sono suddivise in due cluster: cluster I 
(nucleotidi 1384–1464, aminoacidi 462–488) e cluster II (nucleotidi 1543–
1590, aminoacidi 515–530) (46,47). Le mutazioni a carico del gene rpoB di 
S. aureus consistono per lo più in polimorfismi su singolo nucleotide che 
conducono alla rapida emergenza di resistenza. Le principali mutazioni 





 Tabella 1. Mutazioni associate a resistenza alla rifampicina 
 
Impiego clinico della Rifampicina 
La rifampicina possiede attività battericida nei confronti di S. aureus, 
agisce anche sulle cellule in fase di crescita stazionaria e la sua struttura 
chimica ne consente un’ottima penetrazione all’interno della cellula oltre 
che nei tessuti e nel biofilm (48). A causa della rapida comparsa di 
resistenza, non deve essere usata in mono-terapia, ma in casi selezionati 
può trovare impiego in combinazione con un altro antibiotico attivo. Il 
ruolo della rifampicina come terapia aggiuntiva nelle infezioni da MRSA 
non è stato stabilito in via definitiva e in letteratura sono pochi gli studi 
clinici controllati di potenza adeguata (49), tuttavia le linee guida IDSA 
(Infectious Diseases Society of America) indicano l’uso della rifampicina 
in combinazione con altri antibiotici in alcuni casi selezionati.  
Nella batteriemia e nell’endocardite su valvola nativa da MRSA la 
vancomicina è tradizionalmente il cardine della terapia. Tuttavia, in 
confronto ai beta lattamici, la vancomicina è meno efficace nel trattamento 
Mutazione nucleotidica Cambiamento amminoacidico Bibliografia 
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della batteriemia e dell’endocardite da MSSA. Sebbene occasionalmente si 
impieghi rifampicina o gentamicina in combinazione con vancomicina per 
migliorare l’outcome clinico, i dati disponibili non supportano questa 
pratica. La raccomandazione di trattare l’endocardite da MRSA su protesi 
valvolare con vancomicina, gentamicina e rifampicina si basa su piccoli 
studi retrospettivi riguardanti stafilococchi coagulasi-negativi meticillina-
resistenti e sulle linee guida della American Heart Association (AHA) per il 
trattamento dell’endocardite infettiva. Esistono dati limitati sull’impiego di 
ciprofloxacina orale in combinazione con rifampicina in pazienti con 
endocardite del cuore destro da MSSA. 
In un piccolo studio randomizzato, l’aggiunta di rifampicina a vancomicina 
nel trattamento della polmonite da HA-MRSA sembra associata a un 
miglioramento dell’outcome clinico rispetto alla monoterapia con 
vancomicina. La risposta insoddisfacente a vancomicina in casi di infezioni 
di ossa e articolazioni, anche nel caso di infezioni su protesi articolare, 
evidenziata da numerosi dati, ha indotto alcuni esperti a raccomandare 
l’aggiunta di rifampicina, per la sua eccellente penetrazione nel tessuto 
osseo e nel biofilm (50). La multifarmaco-resistenza e l’incapacità di molti 
antibiotici di raggiungere concentrazioni terapeutiche nel liquor limitano 
drasticamente la scelta dell’antibioticoterapia nelle infezioni da MRSA del 
SNC. La penetrazione di vancomicina nel liquor è scarsa, 
approssimativamente dell’1% e del 5% nelle meningi rispettivamente non 
infiammate e infiammate, con concentrazioni massime nel CSF di 2-6 
μg/ml. La penetrazione di rifampicina, invece, è pari al 22% ed è simile per 
le meningi non infiammate e infiammate riuscendo a raggiungere 
concentrazioni battericide. Alcuni esperti raccomandano quindi rifampicina 
in combinazione con vancomicina nel trattamento della meningite e di altre 
infezioni del sistema nervoso centrale, nonostante la scarsità di dati a 




L’uso di rifampicina in aggiunta a un altro farmaco attivo nel trattamento 
delle SSTI non è raccomandato in assenza di dati che ne dimostrino il 
beneficio. 
 
Nuovi farmaci anti-MRSA 
Nel corso degli ultimi anni sono stati sviluppati tre nuovi lipoglicopeptidi 
semisintetici, due derivati dalla vancomicina (telavancina e oritavancina) e 
uno dalla teicoplanina (dalbavancina). La principale differenza rispetto ai 
classici glicopeptidi è la presenza di un radicale lipidico che probabilmente 
spiega la loro maggiore attività intrinseca (51). Attualmente, l’Agenzia 
regolatoria europea ha deciso di bloccare la commercializzazione della 
telavancina in attesa di maggiori dati sul suo profilo di sicurezza, in 
particolare riguardo la tossicità renale. L’oritavancina si caratterizza per la 
sua potente attività nei confronti di Enterococcus spp. resistente alla 
vancomicina (VRE), verso cui non è attiva la dalbavancina. Quest’ultima 
possiede una lunga emivita (170-210 ore) che potrebbe giustificare 
l’efficacia di una singola dose per il trattamento delle SSTIs. Il vantaggio 
rispetto all’oritavancina è il tempo di infusione più breve (30 minuti 
rispetto a 3-4 ore). Entrambe sono registrate solo per il trattamento delle 
SSTIs ma loro potente attività in vitro verso MRSA e VRE e la loro lunga 
emitiva le rende opzioni alternative possibili anche per batteriemie CVC-
correlate e infezioni di ossa e articolazioni (52).  
I beta lattamici sono la prima scelta nel trattamento delle infezioni da 
MSSA in quanto associati al più alto tasso di guarigione comparati con le 
alternative, prima fra tutte la vancomicina.  
Il ceftobiprolo e la ceftarolina sono le due nuove cefalosporine con alta 
affinità per le PBP2A di S. aureus.  Entrambi vengono somministrate come 
pro-farmaci che vengono lentamente idrolizzati a farmaci attivi da enzimi 




CAP, in più il ceftobiprolo ha l’indicazione per le polmoniti nosocomiali 
escluse le VAP (Ventilator Associated Pneumonia) (52). 
Il tedizolid è un nuovo oxazolidinone che, grazie a cambiamenti aggiuntivi 
nella molecola, mantiene la sua efficacia anche verso ceppi di S. aureus che 
portano il gene cfr. Tuttavia la copresenza di mutazioni della proteina 
ribosomiale o del 23S RNA ribosomiale determina un aumento dei valori di 
MIC al di sopra degli attuali breakpoints di sensibilità. Il tedizolid è 
approvato per le SSTIs e ha un profilo di sicurezza migliore del linezolid 
infatti gli effetti collaterali come la nausea e la diminuzione della conta 
piastrinica sotto le 150.000 cellule/mm
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Obiettivi dello studio sono stati: (i) la caratterizzazione molecolare 
mediante spa typing di isolati nosocomiali di  S.aureus; (ii) la tipizzazione 
della cassetta SCCmec; (iii) la correlazione tra i pattern di antibiotico 
resistenza e gli spa tipi; (iv) la caratterizzazione delle mutazioni nel gene 
rpoB e la loro associazione con il fenotipo di resistenza alla rifampicina; 
(v) lo studio della presenza del gene mecA per distinguere gli isolati in 
MRSA (methicillin-resistant S. aureus), MSSA (methicillin-susceptible S. 
aureus) e MSSA/mecA, nei quali è stata rilevata la presenza di un gene 


















MATERIALI e METODI 
 
Isolati clinici e Saggi di Sensibilità agli Antibiotici 
Sono stati analizzati tutti i ceppi nosocomiali, consecutivi, non replicati, di 
S. aureus isolati da qualsiasi campione di pazienti ricoverati presso il 
Policlinico Universitario “S. Maria alle Scotte” di Siena, nel corso del 
primo semestre del 2011. Le infezioni che si manifestano più di 48 ore 
dopo l’ingresso in ospedale sono di solito considerate nosocomiali perché 
verosimilmente acquisite durante la degenza e non presenti nè in fase di 
incubazione al momento del ricovero. I ceppi di S. aureus acquisiti in 
ospedale sono conosciuti con l’acronimo HA-SA (hospital-acquired 
Staphylococcus aureus). Nel caso in cui da uno stesso paziente, nell’arco di 
due mesi, siano stati isolati più ceppi, da sedi o in tempi diversi, è stato 
inserito nello studio solo il ceppo di primo isolamento. Sono stati 
considerati “invasivi” solo gli isolati da distretti normalmente sterili (es. 
sangue e liquor). 
L’isolamento e l’identificazione dei ceppi di S. aureus sono avvenuti 
secondo metodica biochimica utilizzando il sistema automatizzato Vitek2 
(bioMerièux, Marcy l’Etoile, France). Tutti gli isolati sottoposti alle nostre 
analisi sono stati re-identificati a livello di specie tramite il test della 
catalasi e test di agglutinazione per S. aureus (53). 
Dopo l’identificazione, i ceppi sono stati conservati a –80° C in BHI (Brain 
Heart Infusion) con il 10% di glicerolo fino alle successive analisi. 
I saggi di chemiosensibilità sono stati eseguiti con il sistema Vitek2 (cards 
GP and AST-P536) (bioMerièux, Marcy l’Etoile, France) secondo le 
indicazioni del produttore. L’esecuzione dei saggi e l’interpretazione dei 
risultati, sono stati effettuati in accordo con i criteri interpretativi EUCAST 








Tutti gli isolati sono stati sottoposti a caratterizzazione molecolare 
mediante spa typing. La tecnica prevede il sequenziamento della regione 
polimorfica X del gene della proteina A di S. aureus. Questa regione 
consiste di un numero variabile di repeats ciascuna di 24 bp.  La diversità 
nelle regioni è dovuta a delezioni o duplicazioni delle repeats ma anche a 
mutazioni puntiformi. A ciascuna unità ripetuta viene associato un codice e 
lo spa type viene dedotto dall’ordine delle singole repeats. Sebbene lo spa 
typing possieda un potere discriminante globalmente inferiore a quello 
della PFGE (pulse field gel electrophoresis), rappresenta un approccio 
efficace, semplice da usare, rapido, poco costoso e dotato di eccellente 
riproducibilità. Altro vantaggio è la totale “trasferibilità” e 
“confrontabilità” dei dati usando il database aperto Ridom 
http://spaserver.ridom.de.(55). La principale limitazione risiede nel fatto 
che si basa su un typing di un singolo locus genico, pertanto, può 
classificare in maniera impropria alcuni tipi a causa di eventi ricombinativi 
che possono essersi verificati. 
Inoltre, per tutti gli isolati, è stata indagata la presenza del gene mecA 
tramite saggio PCR (Polymerase Chain Reaction) secondo gold standard 
(56). I risultati sono stati messi in relazione con i dati fenotipici al fine di 
distinguere gli isolati in MRSA (methicillin-resistant S. aureus), MSSA 
(methicillin-susceptible S. aureus) e MSSA/mecA nei quali è stata rilevata 
la presenza di un gene mecA non funzionale. 
I ceppi di S. aureus risultati meticillino-resistenti sono stati sottoposti ad 
ulteriori analisi genetiche per la caratterizzazione molecolare della cassetta 




delle mutazioni presenti nei ceppi rifampicino resistenti che è stata 
effettuata tramite amplificazione e sequenziamento di una regione di 460 
bp del gene rpoB. Gli elementi SCCmec sono diversi nella loro 
organizzazione strutturale e nel loro contenuto genetico. I tipi SCCmec 
sono definiti dalla combinazione del tipo di complesso dei geni ccr e dalla 
classe del complesso del gene mec (19). Inoltre, i valori di concentrazione 
minima inibente per la rifampicina di tutti gli isolati MRSA sono stati 
riconfermati mediante la metodica di riferimento della micro-diluizione in 
brodo (57). 
 
 PCR per mecA 
Le analisi molecolari sono state condotte su lisati batterici ottenuti da 
colture cresciute in TSB (Tryptic Soy Broth) ad una OD590 di 0.3-0.4 
McFarland e sottoposte a lisi meccanica con Tissue Lyser (0.04 grammi di 
biglie di vetro G1145, 2 minuti a 30 Hz per due volte). La PCR è stata 
condotta utilizzando i primers mA1 (5’-
TGCTATCCACCCTCAAACAGG-3’) e mA2 (5’-
ACGTTGTAACCACCCCAAGA-3’), posizioni 45813-45833 e 46098-
46078 della sequenza [Genbank accession number: D86934] (58). La mix 
di PCR conteneva 2 µl di template, buffer della reazione 1X (2.5 µl a 
campione), 0.4 U di Dream Taq polimerasi (Fermentas), 5 pmol di ciascun 
primer, deossinucleotidi trifosfato 75 micromolare, tartrazina 1X e acqua 
per raggiungere un volume finale di 25 µl.  
Le condizioni della PCR erano le seguenti: 1 ciclo a 95°C per 4 minuti, poi 
30 cicli a 60°C per 40 sec, 72°C per 1 min e 92°C per 30 sec. I prodotti di 
amplificazione sono stati separati su gel di agarosio all’1% e osservati sotto 
lampada a raggi UV, dopo colorazione in bromuro di etidio. Come 





spa typing e BURP clustering 
La regione polimorfica X del locus per il gene della proteina A di S. aureus 
(spa) è stata amplificata mediante PCR con i primers 1113F (5'- TAA AGA 
CGA TCC TTC GGT GAG C -3') e 1514R (5'-CAG CAG TAG TGC CGT 
TTG CTT -3'), corrispondenti alle posizioni 1092-1113 e 1534-1514 della 
sequenza [Genbank accession number: J01786] [Ridom bioinformatics, 
DNA Sequencing of the spa Gene (Document version 1.1, June 2004)]. La 
mix di PCR conteneva 2 µl di template, buffer della reazione 1X (2.5 µl a 
campione), 0.4 U di Dream Taq polimerasi (Fermentas), 5 pmol di ciascun 
primer, deossinucleotidi trifosfato 75 micromolare, tartrazina 1X e acqua 
per raggiungere un volume finale di 25 µl.  
Il sequenziamento della regione amplificata è stato eseguito presso il 
servizio di sequenziamento PRIMM srl (San Raffaele Biomedical Science 
Park, Milano) su entrambi gli strands, usando per ciascuno, come DNA 
stampo, il prodotto di una distinta reazione di amplificazione. Per la 
preparazione della reazione di sequenziamento venivano impiegati per 
ciascun campione 1µM di ogni primer e 5ng/100bp del prodotto di 
amplificazione. La successione delle repeats veniva ottenuta utilizzando il 
software Ridom StaphType (versione 1.5) (Ridom GmbH, Wurzburg, 
Germany).  
Nel caso di individuazione di un nuovo spa tipo, veniva effettuata la 
sottomissione in Ridom SpaServer (http://spaserver.ridom.de).  
Per la valutazione della relazione clonale tra gli isolati di S. aureus, è stato 
usato l’algoritmo “based upon repeat patterns” (BURP), disponibile con il 
Ridom StaphType software, che raggruppa spa tipi geneticamente correlati 
secondo due parametri: l’esclusione dall’analisi di spa tipi più corti di un 
certo numero (x) di repeats e il “maximum number of costs” (y), come 
indice di diversità, per includere spa tipi nello stesso gruppo. Sono stati 





Tipizzazione della cassetta SCCmec  
I tipi SCCmec sono stati identificati mediante un protocollo che prevede 
l’utilizzo di due set di PCR multiplex che generano uno specifico profilo di 
amplificazione per ciascun tipo strutturale in accordo al metodo descritto 
da Kondo Y. et al 2007 (58).   
 
Caratterizzazione molecolare delle mutazioni nel gene rpoB  
Tutti gli isolati risultati rifampicina-resistenti secondo la metodica di 
riferimento sono stati sottoposti a caratterizzazione molecolare delle 
mutazioni nel gene rpoB tramite amplificazione e successivo 
sequenziamento di una regione di 460 bp con i primers IF702 (5’- 
ACCGTCGTTTACGTTCTGTA -3’) e IF703 (5’- 
TCAGTGATAGCATGTGTATC – 3’) corrispondenti alle posizioni 1214-
1233 e 1654-1673 della sequenza genica (61). 
Le sequenze ottenute sono state analizzate tramite Basic Local Alignment 
Search Tool (BLAST) per la ricerca di mutazioni nella regione codificante. 
Le mutazioni rilevate sono state comparate con quelle già descritte in 
letteratura ed associate a resistenza a rifampicina. Le sequenze sono state 
allineate tramite Clustal Omega (EMBL-EBI, Multiple Sequence 
Alignment). 
 
Analisi comparativa dei risultati di MIC 
La MIC della rifampicina degli isolati risultati resistenti tramite il sistema 
Vitek2 è stata riconfermata tramite metodo di riferimento della 
microdiluizione in brodo (57). I breakpoints di MIC per la rifampicina 
secondo EUCAST e CLSI sono riportati nella tabella 2. Il calcolo di 
category agreement, essential agreement e minor error è stato fatto 




  Tabella 2. Breakpoints di MIC per la rifampicina 






 MIC breakpoint 
(mg/L) 
Antimicrobial Agent EUCAST CLSI 
 S ≤ R > S ≤ I R≥ 






Meticillino-resistenza e gene mecA 
In totale, sono stati analizzati 115 ceppi nosocomiali di S. aureus. La 
maggior parte degli isolati era ottenuta da campioni di cute e tessuti molli 
(63, pari al 54.8%), 27 (23.5%) da campioni respiratori, 2 (1.7%) da 
devices e uno (0.9%) da urina. I 12 (10.4%) isolati invasivi provenivano 
tutti da sangue. Dieci isolati (8.7%) erano ottenuti da tamponi di 
sorveglianza (tamponi nasali e rettali) (Figura 3). 
Sul totale degli isolati, 74 (pari al 64.4%) erano MSSA e 41 (pari al 35.6%) 
MRSA. Tutti gli isolati meticillino resistenti risultavano positivi per la 
ricerca del gene mecA; un solo isolato era positivo per il gene mecA ma 
fenotipicamente sensibile alla meticillina (MSSA/mecA) (Figura 4).  
 













Cute e tessuti molli  
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Sensibilità agli antibiotici 
Tra gli MRSA le percentuali di resistenza a levofloxacina, gentamicina, 
eritromicina, rifampicina, tetraciclina e co-trimoxazolo erano del 100%, 
87.8%, 82.9%, 61.0%, 9.7% (e 9.7% intermedi), 2.4%, rispettivamente. Tra 
gli MSSA, invece, le percentuali di resistenza agli stessi antibiotici 
risultavano inferiori: rispettivamente, 13.5%, 18.9%, 14.9%, 4.0%, 10.8% 
(e 5.4% intermedi), nessun isolato tra gli MSSA era resistente al co-
trimoxazolo (Figura 5).  
Tutti gli isolati MRSA erano resistenti ad almeno due farmaci, mentre solo 
il 17.6% degli MSSA presentava un pattern di multi-farmaco resistenza e il 


















Figura 5. Resistenza agli antibiotici dei 115 isolati di S. aureus 
 
 
Legenda: Lev: Levofloxacina; Gm: Gentamicina; Em: Eritromicina; Rif: Rifampicina; 
Tet: Tetraciclina; Ctx: Co-trimoxazolo. 
 
 
spa typing e correlazione con i pattern di resistenza  
Lo spa typing identificava 53 differenti spa tipi: 48 tra gli MSSA (totale 
isolati MSSA 74) e 10 tra gli MRSA (totale isolati MRSA 41) (cinque spa 
tipi erano presenti in entrambi i gruppi) (Figura 6). Lo spa tipo più 
frequente fra gli MSSA era lo t002 a cui appartenevano 5 isolati, pari al 
6.7% del totale. Tra gli MRSA, invece, 21 appartenevano allo spa tipo 
t001, pari al 51.2% del totale; il secondo spa tipo più frequente era lo t041, 
rappresentato da 8 isolati, pari al 19.5% del totale (Tabelle 3 e 4).  
Il 76.2% degli isolati con spa tipo t001 era associato ad un caratteristico 
pattern di resistenza levofloxacina-gentamicina-eritromicina-rifampicina 
(lev-gm-er-rif) (Tabella 5). Tra gli altri spa tipi, non emergevano 
associazioni con uno specifico profilo di chemioresistenza. Venivano 
identificati e depositati nel Ridom SpaServer 5 nuovi spa tipi: 4 tra gli 



















































spa type MSSA n. % 
 
t002 5 6.76 
t005 4 5.41 
t015 4 5.41 
t012 3 4.05 
t041 3 4.05 
t091 3 4.05 
t8628 2 2.70 
t001 2 2.70 
t008 2 2.70 
t021 2 2.70 
t056 2 2.70 
t127 2 2.70 
t148 2 2.70 
t166 2 2.70 
t253 2 2.70 
 t8612 1 1.35 
t8626 1 1.35 
t031 1 1.35 
t032 1 1.35 
t045 1 1.35 
t081 1 1.35 
t100 1 1.35 
t193 1 1.35 
t207 1 1.35 
t209 1 1.35 
t223 1 1.35 
t224 1 1.35 
t240 1 1.35 
t267 1 1.35 
t377 1 1.35 
t442 1 1.35 
t537 1 1.35 
t548 1 1.35 
t8629 1 1.35 
t701 1 1.35 
t803 1 1.35 
t808 1 1.35 
t964 1 1.35 
t976 1 1.35 
t1194 1 1.35 
t1492 1 1.35 
t2235 1 1.35 
t2777 1 1.35 
t3274 1 1.35 
t3565 1 1.35 
t5386 1 1.35 
t5518 1 1.35 


















Figura 6. Distribuzione dei vari spa tipi tra gli isolati MRSA e MSSA 
 
 
spa type  n. % 
t001 21 51.2 
t041 8 19.5 
t008 4 9.7 
t002 2 4.9 
t056 1 2.4 
t242 1 2.4 
t288 1 2.4 
t5933 1 2.4 
t8627 1 2.4 





Il BURP clustering dei 115 isolati analizzati individuava 10 differenti spa 
clusters (spa CCs) e 20 “singletons”. Venivano esclusi 3 isolati con spa tipi 
con meno di 5 repeats (spa tipi t288, t808, t2235) (Figura 7).  
Applicando il BURP clustering agli MRSA, veniva individuato un unico 
complesso clonale, spaCC001, comprensivo di 34 isolati (83% del totale 
degli MRSA) e 6 diversi spa tipi (60% del totale degli spa tipi MRSA); 
rimanevano 6 “singletons” (15% del totale) e veniva escluso un isolato con 
spa tipo t288 (2% del totale degli isolati).   
Tra gli MSSA, invece, venivano individuati 9 spaCCs, 24 “singletons” con 
2 isolati esclusi di spa tipo t808, t2235 rispettivamente (3% del totale degli 





















Figura 7. BURP clustering dei 115 isolati di S. aureus 
 
 
















Figura 8. BURP clustering di  MSSA e MRSA 
 
Legenda: Tra parentesi viene indicato il numero di isolati appartenenti a ciascuno spa 
CC. 
 
Tipizzazione della cassetta SCCmec 
La maggior parte degli isolati (n.33, pari all’80.5% del totale degli MRSA) 
aveva una cassetta di tipo I, 2 di tipo II, uno di tipo III e cinque di tipo IV. 
Tutti gli isolati di spa tipo t001 (n.21) sono risultati essere SCCmec di tipo 






Tabella 5. spa tipi, pattern di resistenza e tipi SCCmec 
 













lev em gm rif    18 (44.0) t001 (16) 88.9 Type I 
lev em gm    tc-I  4 (9.8) t041 (4) 100.0 Type I 
lev  gm     4 (9.8) t041 (2) 50.0 Type I 
lev  gm rif    4 (9.8) t001 (4) 100.0 Type I 
lev em      3 (7.3) t008 (2) 66.7 Type IV 
lev em gm     3 (7.3) t001 (1) 33.3 Type I 
lev em  rif    1 (2.4) t008 (1) 100.0 Type IV 
lev em gm rif tc   1 (2.4) t041 (1) 100.0 Type I 
lev em  gm rif tc  sxt 1 (2.4) t13157 (1) 100.0 Type III 
lev em gm   tc   1 (2.4) t288 (1) 100.0 Type I 






Caratterizzazione molecolare delle mutazioni nel gene rpoB degli 
isolati resistenti alla rifampicina 
Sul totale degli isolati, 28 (24.3%) risultavano resistenti a rifampicina: 25 
MRSA (89.3%) e 3 MSSA (10.7%). L’analisi delle mutazioni associate alla 
resistenza alla rifampicina ha messo in evidenza la mutazione His→Asn 
(CATAAT) nel codone 481 del gene rpoB in 23 isolati su 28 totali 
(82.1%), uno dei quali con una mutazione aggiuntiva. Le altre mutazioni 
rilevate sono state: i) Gln→Leu nel codone 468 (CAACTA); ii) 
Asp→Tyr nel codone 471 (GACTAC); iii) Ala→Thr nel codone 477 
(GCTACT); iv) ArgHis nel codone 484 (CGTCAT); v) una 
mutazione silente nel codone 475(CCA CCG)  associata alla mutazione 
Asp→Tyr nel codone 471 (GACTAC) (Tabella 6). 
Dei 25 isolati MRSA resistenti alla rifampicina, 20 (80%) appartenevano 

















Tabella 6. Mutazioni in rpoB e valori di MIC 





microdiluizione in brodo 
mg/L 
 
Sa9 481 His→Asn t001 2 8 
Sa20 481 His→Asn t001 2 8 
Sa43 481 His→Asn t001 2 8 
Sa44 481 His→Asn t001 2 8 
Sa45 481 His→Asn t001 2 8 
Sa57 481 His→Asn t001 2 8 
Sa63 481 His→Asn t001 2 8 
Sa99 481 His→Asn t001 2 8 
Sa102 481 His→Asn t001 2 8 
Sa107 481 His→Asn t001 2 8 
Sa113 481 His→Asn t001 2 8 
Sa115 481 His→Asn t001 2 8 
Sa116 481 His→Asn t001 2 8 
Sa125 481 His→Asn t001 2 8 
Sa126 481 His→Asn t001 2 8 
Sa129 481 His→Asn t001 2 8 
Sa133 481 His→Asn t001 2 8 
Sa134 481 His→Asn t001 2 8 
Sa135 481 His→Asn t001 2 8 
Sa137 481 His→Asn t001 16 8 
Sa22 481 His→Asn 
477 Ala→Thr 
t13157 ≥32 ≥32 
Sa56 481 His→Asn t8627 2 8 
Sa74 481 His→Asn t056 ≥32 8 
Sa35 468 Gln→Leu t081 ≥32 ≥32 
Sa47 471 Asp→Tyr 
 475 silent 
t091 ≥32 16 
Sa131 484 Arg→His t008 ≥32 ≥32 
Sa23 - t045 1 0.06 
Sa69 - t041 16 <0.03 
 
 
Confronto tra risultati del sistema Vitek2 e metodo di riferimento 
Nel corso delle analisi è emerso che due isolati, un MSSA e un MRSA, non 




rifampicino resistenti sulla base dei dati del sistema Vitek2 con una MIC 
rispettivamente di 1 e 16 mg/L. Pertanto, per tutti e 28 gli isolati, è stato 
determinato il valore di MIC anche tramite il metodo di riferimento della 
microdiluizione in brodo e confrontato con il dato del sistema Vitek2. 
I due ceppi che non presentavano mutazioni nel gene rpoB avevano MIC 
per la rifampicina rispettivamente di 0.06 mg/L (isolato MSSA) e <0.03 
mg/L (isolato MRSA) confermando così il dato di sensibilità. Per tutti gli 
altri si confermava il dato di resistenza con valori di MIC nel complesso 
più alti di oltre una diluizione rispetto ai dati del sistema Vitek2. 
L’interpretazione dei risultati di MIC della rifampicina dei 28 isolati 
sottoposti a sequenziamento, mostra come il sistema Vitek2 sottostimi nella 
maggior parte dei casi rispetto al gold standard. Questa sottostima 
determina, usando i criteri interpretativi CLSI, un cambio di categoria da 
intermedio a resistente in 20 casi (71.4% di minor error). In un caso di 
sovrastima, invece, si aveva un cambio di categorizzazione da resistente a 
sensibile. Secondo i criteri interpretativi EUCAST, invece, il sistema 
Vitek2 determinerebbe un cambio di categoria da resistente a sensibile in 
due casi di sovrastima (Tabella 7).  
 
Tabella 7.  Interpretazione dei risultati di MIC per la rifampicina 
 S I R 
 Vitek2 BD Vitek2 BD Vitek2 BD 
EUCAST - 2 - - 28 26 
CLSI 1 2 20 - 7 26 





Analisi della correlazione tra genotipo e fenotipo di rifampicino 
resistenza 
Nei casi in cui è stata riscontrata la mutazione 481 His/Asn da sola, si 
avevano valori di MIC uguali a 8 mg/L. Gli isolati con alto livello di 
resistenza (MIC≥32 mg/L), presentavano una mutazione aggiuntiva o altri 
tipi di mutazione: rispettivamente la 477 Ala/Thr e le mutazioni 468 
Gln/Leu, 484 Arg/His e 471 Asp/Tyr. Un isolato presentava una 
sostituzione amminoacidica silente nel codone 475 Pro (CCA) per Pro 
(CCG) associata alla mutazione 471 Asp→Tyr. La correlazione tra le 
mutazioni riscontrate e i valori di MIC sono riportate nella tabella 6. 
 
DISCUSSIONE e CONCLUSIONI 
 
La percentuale di MRSA trovata nel presente studio è del 35.6%. I dati di 
sorveglianza europei mostrano una notevole variabilità annuale nella 
percentuale di infezioni invasive da MRSA nei vari Paesi europei che va 
dall’1% in Norvegia, Svezia e Danimarca a oltre il 50% in Romania e 
Portogallo (29). In Italia questo valore era superiore al 35% nel 2012 ma 
negli ultimi anni si sta assistendo a un trend in decremento. Lo stesso 
andamento si osserva anche in altri Paesi europei, verosimilmente come 
risultato delle corrette strategie preventive di infection control e 
antimicrobial stewardship (63).  
Nella nostra collezione un solo isolato era positivo per il gene mecA ma 
fenotipicamente sensibile alla meticillina (MSSA/mecA) con un valore di 
MIC per oxacillina ≤0.25 mg/L e un cefoxitin screen test negativo. Isolati 
sensibili alla oxacillina ma mecA positivi sono stati descritti in letteratura e 
in alcuni casi è emerso come la cefoxitina sia migliore nel rilevare isolati 
MRSA borderline o a bassi livelli di resistenza nei quali l’uso dei beta 




fallimento terapeutico (64,65). L’espressione del gene mecA è modulata dai 
suoi geni regolatori mecI e mecR1 ed, in alcuni casi, la derepressione 
avviene in seguito al legame dei beta lattamici al repressore che determina 
un clivaggio dell’inibitore e quindi la sintesi della PBP2a responsabile 
dell’espressione fenotipica della meticillino resistenza. Un ruolo critico 
nella regolazione dell’espressione del mecA può essere svolto anche dal 
sistema bla e da altri fattori genetici a localizzazione cromosomale o 
plasmidica (66).    
Tutti gli isolati MRSA risultavano resistenti ad almeno due antibiotici 
testati e l’82.9% (34/41) presentava un profilo di multi-farmaco-resistenza 
(resistenti ad almeno tre antibiotici). 
Tra gli MSSA, invece, il 66.2% (49/74) risultava sensibile a tutti gli 
antibiotici testati; tra i rimanenti, 12 isolati (16.2%) erano resistenti ad un 
solo farmaco, gli altri (17.6%) presentavano resistenza ad almeno due 
antibiotici. Tutti gli isolati MRSA erano resistenti anche ai chinoloni. Il 
farmaco che conservava la migliore attività era il co-trimoxazolo. 
Lo spa typing mostrava una evidente eterogeneità genetica tra gli MSSA 
con 33 spa tipi su 48 totali identificati (68.7%) rappresentati da un solo 
isolato. Tra gli MRSA, invece, emergeva la prevalenza di un clone 
caratterizzato da un determinato spa tipo e pattern di resistenza. Infatti, 
ventuno isolati su 41 totali (51.2%) appartenevano allo spa tipo t001 e di 
questi 16 (76.2%) mostravano un pattern di multiresistenza caratteristico 
Lev-Em-Gm-Rif. Lo spa tipo t001 è uno dei maggiori cloni (Southern 
Germany) di MRSA, diffuso oltre che in Italia anche in Belgio, Danimarca, 
Germania, Slovenia, Spagna e Svizzera. 
La situazione epidemiologica di S. aureus in Italia è stata oggetto di uno 
studio multicentrico condotto nel 2012 (67) da cui è emersa la diffusione 
geografica intra- ed inter-regionale di cinque principali cloni epidemici di 




tempo del clone ST228-SCCmecI-spa-cluster 1. All’interno dello spa 
cluster 1 era incluso lo spa type t001 che, in linea con i nostri risultati, è 
associato ad un pattern di resistenza Lev-Em-Gm-Rif e alla cassetta 
SCCmec di tipo I, pur risultando più frequente lo spa type t041. 
La cassetta SCCmec di tipo I è stata quella più frequentemente riscontrata 
nella nostra collezione, presente nell’80.5% del totale degli MRSA e in tutti 
gli isolati con spa tipo t001. Questa cassetta è storicamente associata a 
multiresistenza in isolati HA-MRSA, a differenza dei tipi IV, V e VII che 
invece sono più frequentemente associati a isolati CA-MRSA.  
Sul totale degli isolati (115), 28 (24,3%) risultavano resistenti alla 
rifampicina e di questi 20 (71,4%) appartenevano allo spa tipo t001, tutti 
MRSA con SCCmec di tipo I e con la stessa mutazione in rpoB, 
481HisAsn. I dati italiani mostrano una percentuale di resistenza alla 
rifampicina tra gli MRSA del 16.4% (67), valore che nella nostra 
popolazione sale al 61%. La diffusione nel nostro ospedale del clone 
multiresistente spa tipo t001 è verosimilmente la causa del significativo 
incremento della percentuale di isolati clinici resistenti alla rifampicina.  
Inoltre, dal confronto con il metodo di riferimento delle microdiluizioni in 
brodo, emerge come il sistema Vitek2 sottostimi di oltre una diluizione i 
valori di MIC della rifampicina in quasi tutti gli isolati (20/23 totali) con la 
mutazione più frequentemente riscontrata 481HisAsn. 
La comparazione tra i breakpoints EUCAST e CLSI per la rifampicina tra 
gli MRSA, dà luogo ad una importante discrepanza: 61% di resistenti con 
EUCAST, 12.2% con CLSI (con il 48.8% di intermedi) con un category 
agreement del 92.8% per EUCAST verso il 25% considerando i criteri 
interpretativi CLSI. Quindi l’errore sistematico del Vitek2 è di rilevanza 
maggiore quando si adottano i criteri CLSI. Complessivamente i nostri 




genotipica ai metodi tradizionali fenotipici possa migliorare l’accuratezza 
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